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DA REACAO E COMPARACAO DOS RESULTADOS COM A REACAO DE
FIXACAO DO COMPLEMENTO
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RESUMO

Descreve-se reacao de imunofluorescéncia indireta quantitativa (RII) para o
sorodiagnédstico da blastomicose sul-americana (BSA). Usou-se como antigeno, as
paredes celulares da forma cerebriforme do Paracoccidioides brasiliensis, que per-
maneceu no sedimento, apés o preparo do antigeno polissacaridico solivel empre-
gado na reagfio de fixagdo do complemento de Fava Nerro (RFC). A RII foi reali-
~zada em 50 soros de pacientes com BSA, positivos na RFC, e em 50 soros de
pacientes nio-portadores de micoses profundas, negativos na RFC (grupo controle).
A RII {oi negativa nos soros do grupo controle e positiva nos soros de pacientes
com BSA ; houve correlagio significante entre os titulos das duas reagbes (p < 0,001).
A RII realizada em eluatos, a partir de gotas de sangue coletadas em papel de
filtro (nove.pacientes com BSA) forneceu resultados compariveis aos obtidos com
os soros dos mesmos pacientes. A simplicidade da reagdo proposta, sua sensibili-
dade e a possibilidade de sua aplicacio em eluatos a partir de gotas de sangue
coletadas em papel de filtro, tornam a RII um méiodo sorolégico ttil, especial-
mente em inquéritos populacionais.

INTRODUCAO

A técnica direta de imunofluorescéncia,
através do uso de anticorpos fluoresceinados
especificos, tem sido empregada com fre-
qiiéncia no estudo de micoses humanas, quer
para a demonstragio dos fungos em material
clinico - quer em tecidos® 7 8 10, 11, 12
raramente, a literatura registra a padroniza-
¢fo de reacdes de imunofluorescéncia indire-
ta (RH) para o diagnéstico soroldgico des-
tas micoses, como recentemente revisto por
REsTREPO MORENO °.

No presente trabalho, propomos uma RII
para o diagnéstico sorolégico da blastomicose
sul-americana (BSA). Para que o método

Mais-

padronizado tivesse especificidade compara-
vel 4 da reacdo de fixagido do complemento
(RFC), o antigeno por nés utilizado foi pre-
parade de modo semelhante ao do antige-
no polissacaridico do Paracoccidioides brasi-
liensis (P. brasiliensis) . A RII foi ensaia-
da em 50 soros de pacientes portadores de
BSA, com RFC positiva, e em 50 soros de
pacientes nfo-portadores de micoses profun-
das, com RFC negativa.

A RII foi também realizada em 9 casos
de BSA, a partir de gotas de sangue coleta-
das em papel de filtro.
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MATERIAL E METODOS
1. Preparaggo do antigeno

Empregamos como antigeno a forma cere-
briforme da amostra 265 do P. brasiliensis,
proveniente da micoteca do Departamento de
Microbiologia e Imunologia da Faculdade de
Medicina da Universidade de Sdc Paulo. A
amostra foi cultivada no meio de Fava Ne1-
103, a 37°C, em tubos de 20 x 220 mm,
durante 1 semana.

A seguir, a cultura fol suspensa em solu-
¢io salina estéril, mantida em refrigerador a
4°C (pré-gelada), e os fungos separados por
centrifugacdo a 4°C, a 1500 rpm, por 10-15
min. A seguir, os fungos foram desengor-
durados por irés vezes em acetona pré-ge-
lada e por trés vezes em éter anidro pré-ge-
lado. Apés a ultima passagem em éter ani-
dro, os fungos foram secados a 4°C por 18 b,
suspensos em solugdo salina tamponada
(SST) (NaCl 0,15 M: fosfatos 0,01 M: pH
7,2), no volume de 5 ml por tubo de culiu-
ra, e autoclavados a 120°C por 15 minutos.
Em seguida, os fungos foram por duas ve-
zes lavados em SST pré-gelada e suspensos
em SST para opacidade equivalente & do
tubo 4 da escala turbidimétrica de MacFar-
land. O antigeno assim preparado foi de-
positado em laminas, segundo a técnica des-
crita por CaMARGO . Corando-se essas ldmi-
nas pela técnica de -Hematoxilina e Eosina,
verifica-se que os fungos mantém sua mor-
fologia, sendo freqiientes as formas em ge-
mulacio. Foram consideradas satisfatorias
as preparacbes em que havia 10 a 15 fun-
gos por campo microscépico de 600 X.

As laminas contendo o antigeno foram
embrulhadas em papel de aluminio e manti-

das a —20°C,

2. Soros

2.1. Soros ensaiados: A RII foi testa-
da em 50 soros de pacientes portadores de
BSA positivos na RFC e em 50 soros de pa-
cientes nao-portadores de micoses profundas
com RFC negativa (soros controles). A RFC

foi realizada segundo a técnica descrita por
Fava Nerro

Todos os soros foram mantidos a —20°C;
antes das reacoes, foram inativados por 30
minutos, a 56°C. A seguir, os soros foram
diluidos a 1/4 em SST e inicialmente testa-
dos qualitativamente; os soros positivos fo-
ram também testados quantitativamente, com
dilui¢Bes sucessivas de razdo 2 até 1/512.

2.2. - Soros padrées: A reagBes foram
sempre realizadas com 2 soros padrdes, po-
sitivo e negativo, para BSA. Soro padréo
positivo: Obtido de paciente portador dessa
micose profunda, apresentando titulo de
1/128 na RII, de 220 na RFC e com resul-
tado positivo (++ ++) & pesquisa de pre-
cipitinas (Fava Nerto*). Soro padrio ne-
gativo: Obtido de individuo normal, nfo rea-
tivo na RII, na RFC e na reagéo para pre
cipitinas. :

3. FEluatos

De 9 pacientes com BSA foram colhidas

" gotas -de sangue em papel de filtro (Kla-

bin 80 g), através de picada com agulha da
ponta do dedo .indicador da mfo esquerda.
Os papéis, apés secagem, foram mantidos
por 1 a 2 meses a —20°C,

No momento da reacio, de cada mancha
de sangue, com um furador, foram cortados
discos com 1,3 cm de didmetro. Dos discos,
segundo a técnica descrita por Souza &
CaMARGO*3, foram -obtidos eluatos, em tu-
bos contendo 0,2 ml de SST. Estes eluatos
foram processados na RII da mesma forma

"do que os soros.

Os soros destes mesmos casos, obtidos
quando da coleta do sangue em papel de
filiro, foram diluidos a 1/10 em SST e pro-

cessados da mesma forma.
4. Conjugado anti-globulina humana

Usamos um conjugado de globulina de ca-
bra anti-Ig total humana (IgG, IgM e IgA)
com isoticianato de fluoresceina, adquirido

do Laboratério Hyland (*).

(*) Hyland — Div. Travenol Labor. Inc. — USA — Partida n.0 202.R007A1
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Fig. 1 A
celular; freqientes Tormas em gemulacio (190 ),

Reachn positiva,

com ausencid  de Tluorescéncia da  parede

st randao

fungns com

celular.

intensa fluorescéncla da parede
E — Reagio negativa, mostrando fungos
Grumos  irregulares de fluorescéncia

Imespecifica em meio a fungos aglomerados (500 0.

() conjugado foi usado na diluicio de 1/60
em SS5T, contendo azol de Evans a 0,1 ms/
mL como contra-corante, Fsta diluicao foi a
gque melhor  diseriminon o= soros  posilivos
dos negativos, sem que ocorresse {luorescén-
via inespecilica.

a. Técnica da reacao

A lécnica empregada foi a de imunofluo-
rescéncia indireta. Antes das reaches, as la-
minas foram secadas por 5 min a 37°C.
Gotas doz soros diluidos loram depositadas
nas ldminas. que foram incubadas por 1 h,
a A7T'C, em cimara Amida, zendo a seguir,
lavadas em 3 banhos de S5T. de 10 minu-
tos cada e novamente incubadas com o conju-
gado por 40 minutos, a 37°C, em cimara fimi-
da; apos lavagem em 3 banhos de 55T, de 10
minutos cada. a= liminas foram montadas em
shicerina tamponada (pH 8).

6. Leitwra das laminas

Realizada em  microscopio  bhinocolar  de

fluorescéncia, RA Zeiss, provideo de campo
ezcuro, lampada HBO200W como fonte de
luz ultravioleta e filtros BG12 (excitador) e
50 (barreira), Reagdo positiva: Tungos com
nitida fluorescéncia da parede celular, de in-
tensidade varidavel para cada soro e progres-
sivamente decrescente com as diluiches de ca-
da soro: corpo celular nio fluorescente, co-
rado em vermelho ll:'||1 aznl de Evans I|‘\-II'_1.
LAY,

Na leitura das liminas realizadas com os
eluatos, a intensidade de fluorescéncia  foi
classificada fraca [+ ). moderada
i+ 4+ ¢ inlensa (++ + ). Reacdo negati-
va: fungos com parede ¢ corpo celular nio
Muorescentes, corados em vermelho pelo azul
de Evans. Em areas onde os fungos estio
aglomerados, observa-se a presenga de gro-
mos [luorescentes, inespecilicos (Fig. 1B,
de aspecto bem diverso da fluorescéncia pe-
riférica. de membrana, vista nas reacbes po-
silivas.
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TABELA I~

Titulos da reacdo de fixacdo do complemento (RFC) em 50 soros de pacientes com

blastomicose sul-americana, distribuidos

segundo 0s

titulos que 0s mesmos SOros

apresentaram na reacdo de imunofluorescéncia indireta (RII)

RII RFC
Titulo N.o de
casos
-1/4 5 346775 (média = 5,5)
1/8 4 © 6—7—8—28 (média = 12,2)
1/16 - 11 5—6—7—8 95 16—18—40—44— 7175 (média = 27,2)
1/32 11 2,6—3—13—14—15—19—21—46—48—53—85 (média = 21,3)
1/64 9 14—16—18—24—36—38—39—52—80 (média = 352)
1/128 7 18—30—33—43—128—135—220 (média = 86,7)
1/256 3 3372220 (média = 101,6)
Total 50

Reacbes duvidosas ocasionais foram con-
sideradas negativas.

RESULTADOS

Soros: Todos os soros dos pacientes por-
tadores de BSA, positivos na RFC {foram
também positivos na RII. Os soros contro-
les foram negativos em ambas as reagBes.

A correlagio entre os titulos dos soros na
RII e na RFC esti explicada na Tabela I.
Foi encontrada regressdo linear significan-
te (r 0,95; p < 0,001) entre as médias
dos titulos da RFC (y) e os titulos da RII
(x). A equacgfo obtida foi: v = 13,26 +

0,39 x.

FEluatos: Comparando a intensidade de
fluorescéncia nas RII realizadas com os so-
ros e com os eluatos correspondentes, obser-
vamos que ambas as reacSes foram positi-
vas (+++) em 4 dos 9 soros; positivas
(++) em ouiros 4 soros e em 1l caso a
RII no soro foi positiva (+ + +) e no elua-
to positiva (++).
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DISCUSSAO

Os métodos sorolégicos de imunofluores-
céneia sdo técnicas simples, envolvendo pou-
cos reativos, sendo raros os fendmenos impe-
dientes de seu emprego; malis ainda possuem
grande sensibilidade, podem ser realizados
com pequenos volumes de soro ou mesmo a
partir de gotas de sangue coletadas em pa-
pel de filtro.

A imunofluorescéncia indireta somente
agora comeca a ser empregada para o diag-
néstico sorolégico da BSA. Vimos ji ha al-
gum tempo irabalhando na padronizagio de
uma RIT para a BSA 2 Recentemente, Res-
TREPO MORENO ° fez referéncia sumaria a
dados ainda n&o publicados sobre uma RII
para o diagnéstico sorolégico da BSA; obte-
ve positividade de 96% e em 80% dos so-
ros houve correspondéncia entre’ os titulos

da RIT e da RFC.

Na reagfo que padronizamos, encontramos
positividade de 100% em 50 soros de pa-
cientes com BSA, positivos na RFC.. A cor-
relagio entre a média dos titulos na RFC e
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os titulos correspondentes na RII foi alta-
_mente significante (p <0,001). A RFC e
a RII foram realizadas com antigenos prepa-
rados de modo semelhante (Fava NerTo ®);
desta forma, é provavel que os antigenos te-
nham constituicio quimica préxima, o que
explicaria a semelhanga dos resultados das
duas reacgoes.

A RII aplicada a eluatos de sangue cole-
~tados em papel de filtro mostrou resultados
praticamente idénticos aos obtidos com os
soros dos mesmos pacientes, fato este ja re-
ferido por dois de nés (Franco & CHam-
- Ma %). Esta reagfo se faz com minima quan-
tidade de sangue, coletada através de picada
de polpa digital, abrindo excelente perspec-
tiva para o seu emprego em trabalhos de
campo.

A maior dificuldade técnica que encon-
tramos na padronizacio da RII foi a fixagdo
dos fungos nas liminas; este problema foi
em grande parte resolvido secando as laminas
por 5 minutos, a 37°C, antes da realizacfo
das reacoes. Recentemente, obtivemos me-
lhores resultados com a técnica que vem
sendo empregada por Camarco & HosHIiNo
(Comunicagdo pessoal) na RII para o soro-
diagnéstico da doenga de Chagas: na fase
final do preparo. do antigeno, os fungos fo-
ram tratados com formol a 3% e a seguir
lavados em 4gua destilada e ressuspensos em
agua destilada contendo soro normal de coe-
lho a 1/200; esta suspensfo fol entdo usa-
da como antigeno e colocada sobre as lami-
nas.

Nossos resultados sfio preliminares, porém
animadores. A RII parece se constituir num
método sorolégico 1til no diagnéstico da
BSA, especialmente quando surgem dificul-
dades no processamento técnico da RFC ou
ainda em soros anti-complementares.

Atualmente, estamos realizando sistema-
ticamente a RII ¢ a RFC em soros de pa-
cientes com BSA, de modo a prosseguir nos-
sos estudos com casuistica maior. Pretende-
-mos também estudar a especificidade da RII,
testando-a em soros de pacientes com outras
micoses profundas. :

SUMMARY

Indirect immunofluorescent antibody test for

the serodiagnosis of South American blasto-

mycosis. Description of the test and compa-

rison of results with the complement fixation
test

An indirect {luorescent antibody test
(IFA) for the serological diagnosis of South
American blastomycosis (SAB) was stan-
dardized. As antigen, we used the cellular
walls of cerebriform forms of Paracoccidioi-
des brasiliensis remaining in the sediment,
after the preparation of the polysaccharide
antigen for the Fava Netto’s complement fi-
xation test (CFT) for SAB. IFA was applied
to 50 sera from patients with SAB, CFT posi-
tive, and to 50 sera from patients in which
deep mycosis were excluded, CFT negative
(control group). IFA was negative in_the
control group and positive in sera from pa-
tients with SAB. There was significant sta-

- tistical correlation (p < 0.001) between ti-

ters of both tests. 1FA was also tested with
9 eluates obtained from blood smears on fil-
ter paper from patients with SAB; sera from
the same blood samples were simultaneously
tested and both tests gave similar results.

The simplicity of the proposed method, its
sensitivity and the fact that it may be done
on eluates from blood smears on filter paper,
make it applicable to large populational sur-
veys.
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